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1. 序論 
1.1. 研究背景 
 近年，マイクロ流路デバイスの発展に伴い，微小量の溶液
を混合・分取するための溶液操作技術が発達してきた(1)．微
小量の溶液操作は，生物学や化学工学の研究で多く用いられ
ている．例えば，細胞に局所的な薬品刺激を与えその反応を
観察したり，液滴をゲル化させることにより微小反応容器を
作製したりするなど(2)，その応用の幅はとても広い．近年で
は一細胞・一分子スケールでの研究が盛んに行われるように
なってきたことから，微小溶液操作の技術の重要性は今後
益々高まってくると考えられる．また，使用する試薬量を少
量に抑えられることから，大幅なコストダウンに繋がると期
待される． 
 
1.2. リポソーム 
 脂質二重膜小胞（リポソーム）はその特徴から，微小反応
容器としての利用が注目されている．リポソームの膜を構成
するリン脂質は，親水性であるリン酸部分の頭部と疎水性で
ある二本の脂肪酸の尾部で構成されており，頭部を水溶液側
に向け，尾部を互いに向き合わせて配列することによって二
重層を形成している（Fig.1）．膜の厚さは一般的に 3.5～5.6 nm
と言われており，比較的大きな分子やイオンなど電荷を持つ
物質は透過できない(3)．そのため，リポソーム内部には様々
な分子を封入することができ，ミクロ・ナノスケールの微小
な反応容器として利用できる．また，リポソームは様々な方
法で融合・分裂現象を起こすことができるため(4),(5)，溶液の
混合・分取を行う溶液操作系での利用が可能である． 
 
1.3. リポソームを用いた微小溶液操作 
 近年，数百フェムトリットル（直径 10μm前後）のサイズ
のリポソームを用いた微小溶液操作技術が報告された(6),(7)．
この手法では，試薬を封入したリポソームを融合・分裂させ
ることで，溶液の混合・分取を達成している（Fig.2）．しか
し，リポソームは液滴などと比べて界面張力が小さいため，
融合・分裂現象を伴う溶液操作に利用するには，安定性の面
で課題が残る．更に，先行研究の手法でリポソームを分裂さ
せるには一時的に冷却する必要があり，操作が煩雑になると
いう問題もある． 
 
1.4. 目的 
本研究では，リポソームの機械的強度を高めることで安定
性を向上させ，更に，室温環境下でリポソームの分裂現象を
誘起することで，これらの問題の克服を目指した．これによ
り，より実用性の高い微小溶液操作技術の確立に貢献する． 
 
2. リポソームの安定性向上と融合実験 
 一般的なリポソームは界面張力の小ささから，擾乱などに
対する安定性が低い．そこで，アガロースゲルをリポソーム
内部に封入することで機械的強度を高め，物理的安定性を向
上させることを試みた．更に，作製したゲル封入リポソーム
を融合できるか検証した． 
 
2.1. 試薬調整 
 リポソームの作製には，膜組成を決定する混合脂質溶液，
リポソーム内部に封入される内封液，リポソームを分散させ
る外液が必要である．実験に用いた各溶液の詳細を以下に示
す． 
 
Figure 1 (a) Schematic of the liposome membrane and (b) 
microscopic image of liposomes. 
 
Figure 2 Conceptual diagram of the liquid handling system 
based on liposomes. Reagents mix with the liposome fusion, 
and the reactant is aliquoted with the liposome budding and 
fission. 
混合脂質溶液 
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC)， 
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol (POPG)，
コレステロールをそれぞれ 18 mg, 2 mg, 1 mgずつクロ
ロホルムに溶解し，オイル 4 mLと混ぜることで混合脂
質溶液を得た． 
内封液 
HEPES-KOH (pH7.6)，グルコース，スクロース，カルセ
インをそれぞれ 50 mM, 350 mM, 150 mM, 100 μMにな
るように調製した水溶液を加温し，ここにアガロース
ゲルを加えた．アガロースゲルは，融点の異なる二種
類（低融点タイプ，超低融点タイプ）を用いた（Table 1）． 
外液 
HEPES-KOH (pH7.6)，グルコースの濃度をそれぞれ 50 
mM, 500 mM になるように調製した水溶液を外液とし
て用いた． 
 
2.2. ゲル封入リポソームの作製 
 リポソームの作製には，water in oil (W/O) emulsion界面通
過法を用いた．この方法には他のリポソーム作製法に比べて，
作製に要する時間が短い，リポソームの内外で溶液組成を変
えることができる(8)などの利点がある． 
 実験ではまず，混合脂質溶液 400 μLに内封液 45 μLを加え
て 1分間撹拌し，W/Oエマルションを作製した．これを外液
に積層し，遠心機（830×g, 10 分間）を用いてエマルション
を水相へ移動させた．この過程でエマルションは油・水界面
に形成された脂質一分子膜を取り込み，二重膜を形成する．
その結果，ゲル封入リポソームが得られた（Fig.3）．以上の
操作は，内封液に含まれたアガロースがゾル状態を維持でき
るよう 40°C で行った．その後，得られたリポソームを 0°C
で 10分間静置し，アガロースをゲル化させた． 
 
2.3. 実験系 
 リポソームの観察には，Fig.4(a)に示したチャンバーを用い
た．このチャンバーは，スライドガラス上に二本の銅電極を
1 mm 間隔で張り付けてある（Fig.4(b)）．ここにリポソーム
懸濁液を載せカバーガラスで蓋をしたものを，蛍光顕微鏡で
観察した． 
 
2.4. 電気融合 
 リポソームは様々な方法で融合させることができる．ここ
では比較的容易な電気融合法を用いて，ゲル封入リポソーム
を融合できるか調べた．電気融合法ではまず，リポソームに
交流電圧を印加する．これにより誘電泳動が起こり，リポソ
ームが一列に配列する．ここに直流パルスを加えると膜に微
小な孔が形成され隣接する膜と一体化するため，リポソーム
の融合が引き起こされる（Fig.5）． 
実験では，チャンバーの銅電極をパルスインジェクター
（NEPA-GENE社 Electro Cell Fusion Generator, Fig4(c)）に接続
して電圧を印可した．融合操作は，交流電圧（1MHz, 15 
Vrms/mm）を 15秒間印加した後，直流パルス（パルス幅 60μsec, 
電圧 10～600 V/mm）を 0.2秒間隔で 3回印加することで行っ
た． 
2.5. 結果 
 リポソームに封入するアガロース濃度を様々に変え，リポ
Table 1 Physical properties of agarose gel. 
Agarose gel 
Gel strength 
[g/cm2] 
Gel point 
[°C] 
Melting Temp. 
[°C] 
Low melting type 
Ultra-low melting type 
≥ 450 
≥ 075 
30 
8~17 
≤ 65 
≤ 50 
    
 
Figure 3 Schematic of the W/O emulsion transfer method. 
Unilamellar liposomes are generated by wrapping the 
emulsion droplet with another lipid monolayer formed at the 
O/W interface upon centrifugation. 
 
Figure 4 (a) Schematic of the electrofusion chamber．
Liposome suspension was introduced between electrodes, and 
both open ends were sealed to prevent convection flow. (b) 
Handmade fusion chamber. (c) Pulse injector. 
 
Figure 5 Schematic of the electric fusion method. 
ソームの収量を調べた．低融点タイプのアガロースを封入し
たリポソームでは，アガロース濃度を上げるにつれて収量が
減少した．一方，超低融点タイプのアガロースを封入したリ
ポソームでは，アガロース濃度と収量との間に相関は見られ
なかった（Fig.6(a)）．同様に，アガロース濃度と得られたリ
ポソームの直径の関係を調べたところ，低融点タイプのアガ
ロースでは 1wt%の濃度を境に直径が大きく変化していたの
に対し，超低融点タイプでは実験したほぼ全ての濃度領域で
直径の大きなリポソームが得られた（Fig.6(b)）．これらの結
果から，アガロースの種類（低融点タイプ，超低融点タイプ）
や濃度に関わらず，ゲル封入リポソームを作製できることが
分かった． 
 続いて，ゲル封入リポソームの物理的安定性を調べるため，
アガロースを封入していないリポソームと超低融点タイプ
のアガロースを封入したリポソームを用いて，比較実験を行
った．室温で 72 時間放置した後の様子を観察したところ，
通常のリポソームはその多くが割れてなくなっていたのに
対し，ゲル封入リポソームではほとんど変化が見られなかっ
た（Fig.7）．更に，金属針を用いてリポソームに力を加え，
形状変化の様子を観察した．その結果，通常のリポソームは
柔軟に変形したが，ゲル封入リポソームは変形することなく
球形を維持していた（Fig.8）．この結果から，リポソームに
ゲルを封入することで機械的強度と物理的安定性がともに
向上することが分かった． 
 リポソームを用いた微小溶液操作では，それらを融合させ
て内封液を混合できなければならない．そこで，ゲル封入リ
ポソームの融合実験を行い，融合効率と内封液混合について
調べた．低融点タイプのアガロース 0.3wt%を封入したリポ
ソームを用いて実験したところ，複数のリポソームが融合す
る様子を観察できた．融合後，通常のリポソームは球形にな
るが，ゲル封入リポソームではピーナツ状の形状が維持され
  
Figure 6 Dependence of (a) the yield (relative frequency) and 
(b) the average diameter of gel-encapsulating giant liposomes 
on the gel (agarose) concentration. 
 
Figure 8 Deformation of giant liposome encapsulating 0% and 
1% of agarose. 
(a)                      (b) 
  
Figure 7 Microscopic images of gel-encapsulating giant 
liposomes after 72 hours of preparation. (a) Bright field. (b) 
Fluorescence image. (Scale bar: 20 µm) 
 
Figure 9 Fusion of liposomes. (a) 0% gel. (b) 0.3% gel. 
Dotted circles in (b) indicate liposomes which has no 
fluorescence. 
 
Figure 10 Fusion efficiency. 
ていた（Fig.9）．更に，蛍光波長の異なる蛍光色素をそれぞ
れ封入したリポソームを融合した結果，融合後のリポソーム
の内部全体に二種類の蛍光色素が拡散している様子が観察
された（Fig.9(b)）．このことから，ゲル封入リポソームを融
合できること，融合後は内封液の混合が起こっていることが
分かった．また，通常のリポソームとゲル封入リポソーム（超
低融点タイプ 1wt%）の融合効率を比較したところ，ほとん
ど差異は見られなかった（Fig.10）．この結果は，ゲルの封入
が膜融合過程に影響を及ぼさないことを示唆している． 
 
3. 外部からの脂質添加による分裂誘起 
 リポソームを用いた溶液操作では，融合による内封液混合
に加えて，分裂現象を利用して内封液を分取できることも重
要な要件の一つである．先行研究では，内封液に高分子を添
加することで生じる排除体積効果を用いてリポソームにく
びれ構造を作り，低温（4°C）に冷却することで分裂を誘起
していた．しかし，この手法では高分子の封入やリポソーム
の冷却が必要であり，操作が煩雑になる．そこで，リポソー
ム懸濁液に水溶性脂質を添加することで分裂現象を誘起す
ることを試みた． 
 
3.1. 実験方法 
リポソーム懸濁液に添加する脂質として Lysophosphatidyl- 
cholines（lyso-PC）を用いた．これを Fig.11 に示すチャンバ
ーを用いてリポソーム懸濁液に添加し，その前後の形状変化
を観察した．このチャンバーはリポソーム懸濁液と lyso-PC
水溶液を充填するための二層に分かれており，各層はメンブ
レンフィルタで隔てられている．上の層に lyso-PC 水溶液を
充填すると，lyso-PC がメンブレンフィルタを介して下の層
に充填されたリポソーム懸濁液中に拡散する．これにより
lyso-PC 添加時の溶液の流れを抑えられるため，添加前後の
リポソームの形状変化を容易に観察できる．実験では，ゲル
を封入していないリポソームを第 2章の条件で作製し，5mM
の lyso-PCを添加した． 
3.2. 結果 
 lyso-PC をリポソーム懸濁液に添加したところ，リポソー
ムの形状が経時的に変化し，分裂する様子が観察された
（Fig.12）．このことから，lyso-PCを添加することでリポソー
ムの自発的な分裂を誘起できることが分かった．また，排除
体積効果を用いた分裂とは異なり，室温環境下で操作できる
ことが分かった． 
 
4. 結論 
リポソームを用いた微小溶液操作技術が抱える課題を克
服するため，機械的強度を向上させたリポソームの作製を試
みた．その結果，アガロースゲルを内封液に加えることで，
機械的強度や物理的安定性が向上したリポソームを作製す
ることに成功した．作製したゲル封入リポソームは，物理的
安定性は向上している一方，融合や内封液の混合は通常のリ
ポソームと同様に起こる．そのため，従来の微小溶液操作法
にそのまま活用でき，実験効率の向上に貢献できると考えら
れる．加えて，先行研究で行われていたリポソーム分裂操作
を簡便化する手法を検討した．その結果，リポソーム懸濁液
に脂質を添加することで，室温環境下で分裂現象を誘起する
ことに成功した．ここで得られた結果を集約・統合すること
で，より安定なリポソームを用いて効率的に微小溶液操作を
行える技術を確立できると期待される． 
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Figure 11 Handmade fission chamber. 
 
Figure 12 Deformation and fission of liposome. The elapsed 
time after addition of lyso-PC is indicated in the images. 
